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COMPARAISON DE SOUCHES BACTERIENNES
RESISTANTES A DES .ANTIBIOTIQUES
AVEC DES SOUCHES SENSIBLES DE MEME ESPECE (1)

par MIRKO BELJANSKI.

(Institut Pasteur. Service du professeur MACHEBOEUF.)

III. — 'Cas du sulfamide (1163 F).

Dans nos tfravaux antérieurs -[4, 2] nous avons démontré des
différences biochimiques trés nettes entre des souches bacté- -

riennes sensibles et des souches de méme espéce résistant a la
streptomycme ou 4 la pénicilline.- Nous nous sommes demandé
si des différences semblables se manifestaient lorsque 1’on étu-
diait une souche résistant au para-amino-phényl-sulfamide.

"Une souche de Staphylococcus aureus (Oxford) résistant

4 155 mg de chlorhydrate de para-auino-phényl-sulfamide (1162 F)
pour 100 ml de milieu de culture a été-oblenue par la technique
~indiquée dans le cas de la streptomycino-résistance en utilisant le
bouillon nutritif glucosé comme milieu de culture, car le milieu
peploné n’est pas favorable {3, 4, 5].

‘La prolifération de la souche sensible est inhibée par 13 mg de
sulfamide (1162 F) pour 100 ml du méme milieu de culture.

/
CROISSANGE D'UNE SOUCHE SENSIBLE
ET D'UNE SOUGHE RESISTANTE AU SULFAMIDE (1162 F).

Nous avons-comparé la prolifération des deux souches et les
résultals sont exprimés par les courbes de la figure 1. Les
courbes montrent que la phase de latence de la souche résistante
est plus longue que celle de la souche sensible. La phase expo-
nentielle de croissance ne différe pas pour les deux souches et
le rendement est le méme. (Nous confirmons ici les résultats

(1) Un résumé de ce travail a été publié [7].
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obtenus par Steers et Sevag [6].) Le relard dans la phase de
latence d’une souche résistante que nous avons déja observé [4, 2]
se retrouve donc dans le cas d’une souche sulfamido-résistante.
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Fi6. 1. — Courbe de croissance de Slaphyloéoccus aureus.
‘1, Souche sulfamido-sensible; 1I, Souche sulfamido-résistante.
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Fie. 2. — Teneur en acide désoxyribonucléique de Staphylococcus aureus.
I, Souche sulfamido-sensible; 11, Souche sulfamido-résistante.

Eg'UDE DU METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES
cuez Slaphylococcus .aureus SENSIBLE
ET RESISTANT AU SULFAMIDE (1162 F).

Comme dans le cas des antibiotiques étudiés [1] nous avons
porté¢ notre attention sur le métabolisme des acides nucléiques.’
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Le phénoméne observé pour la sireplomycine et la "pénicilline
en ce qui concerne I'accumulation de I’acide ribonucléique chez
les souches résistantes ne se retrouve pas chez les bactéries sulfa-
mido-résistantes. Au lieu d’accumuler des quantités importantes
d’acide ribonucléique, la souche de Staphylococcus aureus
. sulfamido-résistante n’accumule pratiquement pas plus d’acide
ribonucléique que la souche sensible, mais au conlraire, elle
accumule deux fois plus d’acide désoxyribonucléique (fig. 2).
Nos résultats sont exprimés en pg de l'acide désoxyribo-
nucléique par rapport au milligramme d’azote total microbien.
L’opposition est trés marquée avec les faits observés pour les

600}-y/N protéique/ngN .
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Fie. 3. — Teneur en azote protéique de Staphylococcus aureus.
1, Souche sulfamido-sensible;. Il, Souche sull‘gmido-résistante.

souches résistant 4 la pénicilline et & la streptomycine que nous
avons étudiées. Ces faits "nous paraissent dignes d’études
détaillées que nous nous proposons d’entreprendre ultérieu-
rement. .

METABOLISME DES PROTEINES, DES 10NS ORTHOPHOSPHORIQUES
ET DES MONONUCLEOTIDES PURIQUES GHEz Staphylococcus aureus
SENSIBLE ET RESISTANT AU SULFAMIE (1162 F),

Pour divers constituanis de la cellule microbiénne : protéines,
ions orthophosphates acido-solubles, mononucléotides puriques,
nous ne trouvons pas de différences quantitatives entre les deux
souches, sensible et résistante (fig. 3, 4, 5). '

Cependant, Steers et Sevag [6] ont observé que leur souche
résistant aux sulfamides perdait partiellement ou complétement
le pouvoir de synthétiser les acides aminés, Une souche résis-
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tante de Staphylococcus aureus est incapable de synthétiser par
exemple 'acide aspartique. Mais I'utilisation par la souche sulfa-
mido-résistante des acides aminés préformés est relativement

!l

e , , _ heureg
1 2 3 X 5 6

F16. 4. — lons orthophosphoriques de Staphylococcus aureus.
1, Souche sulfamido-sensible; 1I, Souche ‘sulfamido-résistante.

yhpurique nuclfag

1 2

Fie 5. — Teneur en azote purique nucléotidique de Staphylococcus aureus.
I, Souche sulfamido-sensible; Il, Souche sulfamido-résistante. .

-

intense. C’est seulement la synthése de certains acides aminés
qui est modifiée. - : ' i
‘Nous n’avons pas étudié la synthése des acides aminés chez
Staphylococcus aureus sulfamido-résistant, mais seulement la
formation des protéines. Nos études montrent qu’il n’existe pas
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de différence en ce qui concerne le taux des protéines enlre les
deux souches sensible et résistante au chlorhydrate de p-amino-
phényl-sulfamide.

Dans nos expériences, il est vrai, les bactéries avaient a leur
disposilion tous les amino-acides nécessaires ; elles n’avajent pas
4 dépendre de leur synthese.

Nos résultats ne sont donc pas en désaccord avec ceux de
Steers et Sevag. BN

ConcrLusion.

Une souche de Staphylococcus aureus résistant au pana-amino-
phényl-sulfamide est comparée avec la souche sensible dont elle
dérive. Si 'on cultive ces deux souches dans des conditions iden.
liques, la souche résistante présente une phase de latence un
peu plus longue et elle accumule deux fois plus d’acide désoxy-
ribonucléique que la souche sensible. (Les souches streptomicino-
et pénicillino-résistantes étudiées antérieurement n’accumulent
pas d’acide désoxyribonucléique, mais de I’acide ribonucl¢ique).

IV. — Cas' de 1'azoture de Na (N,Na).

De nombreux travaix ont été faits pour expliquer le méca-
nisme d’action de l'azoture de sodium chez Escherichia coli.
L’action de cette substance antibiotique sur le métabolisme d’un.
mutant d’Escherichia coli (mutant azido-résistant) a été étudide
par Grunberg-Manago [8]. Cette étude ne porte pas sur le méta-
bolisme des acides nucléiques et des protéines, mais sur I'utili-
sation du glucose en aérobiose et anaérobiose en présence ou en
absence d’azoture de sodium.

Notre atiention s’est surtout portée sur le métabolisme des
acides nucléiques de souches d’Escherichia coli, sensible et résis-
tant a N,Na. :

La souche résistante que nous avons utilisée () se développe

bien en présence d’azoture de sodium % La souche sensible
dont provient la souche résistante ne prolifére pas avec une

concentration” de "75,[0-6 en azoture de sodium.

ETubk pE LA croissance p’Escherichia coli
SENSIBLE ET RESISTANT A L’N,Na.

Pour étudier la courbe de croissance de ces souches nous avons
utilis¢ le milieu gélosé dans des bottes de Roux. Deux séries de

(2) La souche d’Escherichia coli (Monod) résistant 3 I'N,Na a été
mise A notre disposition par M=e Grunberg-Manago, que nous remer-
cions trds vivement.
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‘boites furent ensemencées avec des inocula égaux (10 ml de la

culture respective prélevée i la dix-huitiéme heure de la crois-
sance). Les boiies sont portées i 37°.

A chaque heure on:récolte les bactéries d’une boite avec le
maximum de précautions en lavant bien la surface du milieu
gélosé avec de I’eau distillée en utilisant les billes de verre. Les
bactéries sont lavées et mises en suspension dans 4,5 ml d’eau
distillée. Pour la mesure de l'opacité on préléve 0,5 ml de la
suspension bactérienne, on y ajoute 4,5 ml d’eau distillée et deux
goutles de formol. Les lectures sont faites & I'électrophotométre
de Meunier (écran orangé).

Nos résultats sont exprimés par les courbes de la figure 6.
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, F16. 6. — Croissance d'Escherichia coli.
1, Souche azido-sensible; II, Souche azido-résistante.

Nos courbes de croissance sur milieu solide confirment celles
obtenues par Grunberg-Manago. On voit netiement, d’une part,
qu'il y a un retard de la croissance pour la souche résistant
a lazoture de sodium et, d’autre part, que la croissance de cette
souche atteint un rendement beaucoup moins élevé (dans les
premiéres heures de.la croissance) que pour la souche sensible.

ETubE DU -METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES,
DE LEURS.DERIVES ET DES PROTEINEs CHEZ Escherichia coli
SENSIBLE ET RESISTANT A L’N,Na.

La souche résistanie fut cultivée sur milieu liquide ou solide
en absence d’azoture de sodium. Elle garda sa- résistance apreés
de nombreux passages {8].

En ce qui concerne le métabolisme des acides nucléiques et
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de leurs dérivés, nous retrouvons un phénomene analogue a celui
observé dans le cas de la streptomycino-résistance et de la’
pénicillino-résistance [4, 2] : la souche azido-résistante accumule
de I'acide ribonucléique en plus grande quantité que la souche
sensible, mais cette accumulation est moins importante que dans
le cas des souches, pénicillino-résistante ou streptomycino-
résistante, que nous avons étudiées.

Nos résultats sont exprimés en pg de ribose de I'acide ribo-
nucléique. par rapport au ‘milligramme d’azote total micro-
bien (fig. 7).

Pour les autres constituants des bactéries : acide désoxyribo-

Y Fibose/agn
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Fie. 7. — Teneur en ribose de I'acide ribonucléique d'Escherichia coli.
I, Souche azido-sensible; Il, Souche azido-résistante.

nucléique, mononucléotides puriques, ions orthophosphoriques
et les protéines, nous ne conslatons pratiquement pas de diffé-
rence entre la souche sensible et la souche résistante.

Discussion.

Chaque fois que nous avons comparé pendant leur proliféra-
tion, une souche résistante 4 une souche normale de méme
espéce, nous avons constaté que la souche résistante accumule,
au début de sa croissance active (début de la phase exponen-
tielle de croissance), une proportion beaucoup plus grande d’un

certain type d’acide nucléique. D’autre part, nous avons constaté

que les souches résistantes que nous'avons étudiées présentent
une période de latence notablement plus longue que celle des
souches sensibles [1, 2). .

On peut se demander si le retard dans la synthése de I'acide
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ribonucléique a comme conséquence un retard dans le démarrage
de la division cellulaire, ou bien si, au contraire, c'est le retard
de démarrage de la division qui est la cause premiére. ,

Il est encore difficile de donner une explication satisfaisante
A ces fails expérimentaux. ‘

D’aprés les travaux de Brachet [9] et de Caspersson [40], ceux
de Malmgren et Heden [11], le taux de la division <cellulaire ot
de la synthése protéique serait directement proportionnel a la
quantité¢ d’acides nucléiques. Ce rapport n’est pas respecté dans
les souches résistantes que nous avons étudiées jusqu’a présent.
Elles accumulent notablement plus d’acide ribonucléique et pour-
tant le taux de la division cellulaire est inférieur 3 celui des
souches sensibles. Ceci nous conduit & penser que le catabolisme
des acides nucléiques est ralenti dans les souches résistantes. Si,
pour la souche streptomycino-résistante de Staphylococcus aureus
(Oxford), on ajoute dans le milieu de culture de la cocarboxylase
(antagoniste de la streptomycine [12]), le catabolisme des acides
nucléiques est notablement activé et le taux de la division cellu-
laire augmente sans qu’il en soit de méme pour les protéines [18].

D’aprés nos résultats, il semble que chez une souche résistant
a4 un antibiotique la vitesse de la division cellulaire ne dépende
pas uniquement de la quantité d’acide ribonucléique. D’autres
facleurs y seraient nécessaires pour augmenter la vitesse de la
division cellulaire.

Des résultats inédits (3), obtenus pour une souche de Staphy-
lococcus aureus n° 133 streptomycino-résistante et pour une
souche de Salmonella enteritidis (var. Danysz) streptomycino-
résislante, nous conduisent A penser que 'anabolisme de I’'acide
ribonucléique chez ces deux souches résistantes est plus actif
que celui des souches sensibles. Cette explication tréuve appui
dans le fait que les souches n° 133 et Salmonella enteritidis
streplomycino-résistantes possédent pratiquement le méme taux
de croissance que les souches sensibles, et pourtant elles
accumulent notablement plus d’acide ribonucléique que les
souches sensibles.

La corrélation qui existe, d’aprés Brachet et Caspersson, entre
la quantité¢ d’acide ribonucléique et la synthese protéique ne
s’observe donc pas quand on compare des souches résistant
aux antibiotiques a4 des souches sensibles de mémes espéces.
C’est seulement dans le cas de la souche pénticillino-résistante
que nous avons étudiée, que nous constatons des variations de
méme sens pour l'accumulation des protéines et ’accumulation
des acides nucléiques. Et méme, dans ce cas, il n’y a qu'un
parallélisme trés grossier.

(3) Résultats inédits de M. Beljanski.
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Pour chacun des antibiotiques nous avons comparé une popu-
lation résistante a la population originelle sensible de méme
espéce. Il serait trés intéressant de comparer plusieurs mutants
distincts résistants avec plusieurs mutants sensibles afin de
pouvoir affirmer que les différences que nous notons entre popu-
lations résistantes et populations sensibles sont réellement lides
indissolublement a la résistance.

CoNcLusIoNs.

. La phase de latence de la souche azido-résistante est plus
longue que celle de la souche sensible. Le rendement de la
souche résistante est inférieur & celui de la souche sensible pen-
dant les premiéres heures de la croissance, mais s’éléve fina-
lement 4 une méme valeur.

II. La souche azido-résistante accumule davantage d’acide
ribonucléique que la souche sensible. Pour les autres consti-

luants des bactéries nous n’avons pas trouvé de différence quan-
titative, :
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